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論　文　の　内　容　の　要　旨
葉緑体は，一つのシアノバクテリアが真核生物に取り込まれ維持される一次共生により誕生し，その後，
一次共生により葉緑体を獲得した植物をさらに別の真核生物が取り込むという二次共生によって，複数の真
核生物系列へと伝播したことが知られている。これら葉緑体の獲得と伝播に寄与した共生イべントは，生物
進化に非常に大きな影響を与えたと考えられ，細胞内共生による葉緑体獲得の進化過程の理解は，光合成真
核生物の進化の理解において大変重要である。細胞内共生の過程において，核に転移した葉緑体（共生者）
遺伝子が機能し，細胞核による葉緑体の制御を可能にするためには，葉緑体へのタンパク質輸送機構の確立
が一つの重要なステップであるといえる。従って，このタンパク質輸送機構を明らかにすることで，細胞内
共生による葉緑体獲得の進化過程の理解に大きく貢献できると考えられる。
陸上植物など，一次共生に由来する生物の核コード葉緑体タンパク質は，N 末端側に Transit peptide と呼
ばれる輸送シグナル配列をもち，細胞質で翻訳された後，2 枚の葉緑体膜を通過して輸送される。一方，二
次共生に由来する生物の葉緑体へ輸送される前駆体タンパク質は，N 末端側に 2 つの輸送シグナル｛小胞体
への輸送シグナル：Signal peptide （SP）とストロマへの輸送シグナル Transit peptide（TP）｝をもつ。これら
の前駆体タンパク質は小胞体上のリボソームで翻訳され，その後，小胞体を介して葉緑体へ輸送されるとさ
れている。しかし，二次共生由来の生物群が複数存在する中で，葉緑体へのタンパク質輸送が詳細に研究さ
れたのは一部のグループだけであり，二次葉緑体をもつ生物群全体では不明な点が多い。筆者が研究対象と
したクロララクニオン藻は，原生生物の一群であるケルコゾアの一つが緑藻を取り込んだ二次共生由来の生
物群で，4 枚の平滑な膜に包まれた緑色の葉緑体をもつ。これは，他の二次共生由来の生物群とは起源も細
胞構造も異なることを意味しており，二次共生の過程で葉緑体へのタンパク質輸送も独自に確立したと考え
られる。しかし，葉緑体へのタンパク質輸送に関する知見は著しく乏しく，詳細な研究が期待されていた。
筆者は，クロララクニオン藻での葉緑体タンパク質の輸送シグナルの機能を明らかにし，二次葉緑体全体
での輸送シグナルの機能の多様性と進化過程を考察することを目的として，本研究を行った。筆者は博士前
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期課程における研究で，クロララクニオン藻への遺伝子導入系を世界で初めて確立しており，本研究ではこ
のオリジナルの研究技術を用い，タンパク質輸送シグナルに関する in vivo での機能解析をおこなった。
クロララクニオン藻の葉緑体タンパク質前駆体は N 末端に２つの輸送シグナル（SP, TP）をもつことが，
遺伝子の配列からすでに予測されていた。筆者は，まず N 末端の輸送シグナルが実際に機能するかどうか
を GFP （green ﬂuorescent protein）との融合タンパク質を用いて解析した。その結果，SP と GFP の融合タン
パク質は小胞体へ，SP ＋ TP と GFP の融合タンパク質は葉緑体へ輸送されることを確認し，クロララクニ
オン藻の SP は小胞体への輸送に，TP はその後の葉緑体への輸送に必要であることを初めて実験的に明らか
にした。次に，葉緑体への輸送に重要だと思われる TP 領域について deletion および substitution 技術を用い
て実際の機能部位を詳しく解析し，TP の C 末端領域が小胞体から葉緑体への輸送に重要であり，TP 内の複
数の正電荷のアミノ酸が４枚の葉緑体包膜の内，内側 2 枚を通過するのに必要であることを示した。これに
より，クロララクニオン藻の TP の機能部位は他の二次共生由来の生物のものとは異なることを明らかにし
た。
筆者は次に，クロララクニオン藻の葉緑体を包む 4 枚の膜の内側の 2 枚と外側の 2 枚の間の区画（ぺリ
プラスチダルコンパートメント：PPC）へのタンパク質輸送シグナルについても解析を行った。クロララク
ニオン藻の PPC には，葉緑体の祖先となった共生緑藻の痕跡的な核（ヌクレオモルフ）が存在する。最近，
この PPC で機能すると考えられるペプチド伸長因子様タンパク質遺伝子：EFL）が核ゲノムに転移している
ことが明らかとなり，筆者はこの遺伝子がコードするEFL前駆体の輸送シグナルの機能を in vivoで解析した。
その結果，PPC 輸送シグナルと葉緑体輸送シグナルは，非常によく似ているが，PPC 輸送シグナルの TP は
複数の負電荷アミノ酸をもち，これがタンパク質輸送を PPC で停止するのに必要であることを明らかにし
た。これは，クロララクニオン藻が，TP 内の電荷によって PPC タンパク質と葉緑体タンパク質を PPC 内で
識別していることを初めて示したものである。
筆者はさらに，クロララクニオン藻の RubisCO 小サブユニットの葉緑体への輸送には，通常の SP，TP に
加えて新規の第 3 のシグナルが必要であることを明らかにした。クロララクニオン藻の RubisCO 小サブユ
ニットタンパク質は N 末端側に SP, TP の輸送シグナルをもつが，筆者の in vivo 解析により，それらのシグ
ナルのみでは葉緑体へタンパク質を輸送することができないことが示された。そこで成熟タンパク質領域も
含めた deletion & substitution 解析を行ない，このタンパク質が，成熟タンパク質内に新規の輸送シグナル領
域（internal targeting signal ：ITS）をもつことを明らかにした。このような輸送シグナルをもつタンパク質の
報告はこれまでなく，葉緑体へのタンパク質輸送に関する新たな知見となった。
審　査　の　結　果　の　要　旨
本研究は，これまで不明であったクロララクニオン藻の葉緑体へのタンパク質輸送シグナルの具体的な機
能を，独自に開発した世界初の遺伝子導入系を用いて解明し，クロララクニオン藻における葉緑体へのタン
パク質輸送に関する理解だけでなく，二次葉緑体をもつ生物群全体でのタンパク質輸送シグナル機能の多様
性の解明にも大きく貢献した点で高く評価できる。さらに，ペリプラスチダルコンパートメントへのタンパ
ク質輸送シグナルと葉緑体タンパク質との識別機構の解明，ルビスコタンパク質の新規の輸送シグナルの発
見など，インパクトの大きな新知見を次々に得ており，質の高い博士論文であると言える。本研究の成果は，
二次共生による葉緑体獲得の進化過程の理解と光合成真核生物の進化と多様性の理解に非常に大きく貢献す
るものである。
よって，著者は博士（理学）の学位を受けるに十分な資格を有するものと認める。
